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本文公开了具有软材料核心(例如，脂质缀

合的无机核心)的球形高密度脂蛋白样纳米颗粒

(HDL‑NP)。本文还公开了合成球形HDL‑NP的方

法。本文还公开了使用球形HDL‑NP治疗病症例如

心血管疾病、癌症、炎性病症或降低NF‑kB活性的

方法。
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1.一种球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包含：核心和围绕并附着于核心的壳，

其中核心包含脂质缀合的有机核心支架。

2.权利要求1的球形HDL‑NP，其中所述壳是脂质壳。

3.权利要求1‑2中任一项的球形HDL‑NP，其中所述壳是脂质双层或单层。

4.权利要求1‑3中任一项的球形HDL‑NP，其中所述球形HDL‑NP具有约‑20毫伏(mV)的表

面zeta电位。

5.权利要求1‑4中任一项的球形HDL‑NP，其中所述有机核心支架包含疏水性小分子‑磷

脂缀合物(PL4)。

6.权利要求5的球形HDL‑NP，其中所述PL4包含头基修饰的磷脂。

7.权利要求6的球形HDL‑NP，其中所述头基修饰的磷脂包括环张力的炔烃、1,2‑二棕榈

酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛基。

8.权利要求6‑7中任一项的球形HDL‑NP，其中所述磷脂与具有多个末端官能团的小分

子偶联。

9.权利要求8的球形HDL‑NP，其中所述小分子是四(4‑叠氮苯基)甲烷。

10.权利要求8或9的球形HDL‑NP，其中所述多个官能团是2‑6个官能团。

11.权利要求8或9的球形HDL‑NP，其中所述多个官能团是4个官能团。

12.权利要求8‑11中任一项的球形HDL‑NP，其中所述官能团是末端叠氮化物(SM‑Az)。

13.权利要求1‑4中任一项的球形HDL‑NP，其中所述有机核心支架包含两亲性DNA连接

的小分子‑磷脂缀合物(DNA‑PL4)。

14.权利要求13的球形HDL‑NP，其中所述DNA是长度为5‑17个核苷酸的双链寡核苷酸。

15.权利要求13的球形HDL‑NP，其中所述DNA是长度为8‑15个核苷酸的双链寡核苷酸。

16.权利要求13的球形HDL‑NP，其中所述DNA是长度为9个核苷酸的双链寡核苷酸。

17.权利要求13‑16中任一项的球形HDL‑NP，其中双链DNA的第一单链与磷脂连接并形

成ssDNA‑磷脂缀合物(ssDNA‑PL)。

18.权利要求17的球形HDL‑NP，其中与双链DNA的第一链互补的双链DNA的第二链与小

分子连接。

19.权利要求18的球形HDL‑NP，其中所述小分子是四面体小分子并且与所述DNA连接的

小分子形成四面体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)。

20.权利要求19的球形HDL‑NP，其中所述SMDH4通过DNA的互补单链之间的氢键连接至

ssDNA‑PL。

21.权利要求1‑20中任一项的球形HDL‑NP，其中所述球形HDL‑NP具有约5‑30nm、5‑

20nm、5‑15nm、5‑10nm、8‑13nm、8‑12nm或10nm的直径。

22.权利要求1‑21中任一项的球形HDL‑NP，其中与具有金核心的合成HDL纳米颗粒相

比，所述球形HDL‑NP具有更接近人HDL的zeta电位。

23.权利要求22的球形HDL‑NP，其中所述zeta电位为‑16至‑26mV。

24.权利要求1‑23中任一项的球形HDL‑NP，其中所述球形HDL‑NP具有比载脂蛋白或具

有金核心的合成HDL纳米颗粒更有效的胆固醇转运能力。

25.权利要求1‑24中任一项的球形HDL‑NP，还包含载脂蛋白。

26.权利要求1‑25中任一项的球形HDL‑NP，还包含载脂蛋白A‑I(ApoA1)。
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27.权利要求1‑26中任一项的球形HDL‑NP，其中所述HDL‑NP具有大于8.7nm的流体动力

学直径。

28.权利要求1‑27中任一项的球形HDL‑NP，其中所述HDL‑NP具有8.7nm‑17.7nm的流体

动力学直径。

29.权利要求1‑28中任一项的球形HDL‑NP，其中所述HDL‑NP具有10nm‑15nm的流体动力

学直径。

30.权利要求1‑29中任一项的球形HDL‑NP，其中所述HDL‑NP具有12nm‑14nm的流体动力

学直径。

31.权利要求1‑30中任一项的球形HDL‑NP，还包含与所述HDL‑NP连接的治疗剂。

32.权利要求31的球形HDL‑NP，其中所述治疗剂是治疗性核酸。

33.权利要求31的球形HDL‑NP，其中所述治疗剂是抗癌剂。

34.权利要求33的球形HDL‑NP，其中所述抗癌剂是化学治疗剂。

35.权利要求31的球形HDL‑NP，其中所述治疗剂是抗炎剂。

36.一种药物组合物，其包含权利要求1‑35中任一项的球形HDL‑NP。

37.一种治疗癌症的方法，所述方法包括：

向患有癌症的受试者施用球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包含：核心和围绕

并附着于核心的壳，其中核心包含有效量的脂质缀合的有机核心支架以治疗癌症。

38.一种治疗炎性病症的方法，包括，

向患有炎性病症的受试者施用球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包含：核心和

围绕并附着于核心的壳，其中核心包含有效量的脂质缀合的有机核心支架以治疗炎性病

症。

39.权利要求37或38的方法，其中所述球形HDL‑NP是权利要求1‑35中任一项的球形

HDL‑NP。

40.权利要求37‑39中任一项的方法，其中所述受试者是哺乳动物。

41.权利要求40的方法，其中所述受试者是人。

42.一种降低NF‑kB活性的方法，包括向受试者施用有效量的包含权利要求1‑35中任一

项的球形HDL‑NP的组合物。

43.一种制备球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)的方法，包括：制备ssDNA‑磷脂缀合

物(ssDNA‑PL)，制备四面体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)，其中ssDNA‑PL和SMDH4具有互补的

DNA序列，孵育ssDNA‑PL和SMDH4，使得互补DNA序列彼此碱基配对以形成DNA‑PL核心，并将

磷脂脂质体和载脂蛋白添加至DNA‑PL核心以产生球形HDL‑NP。

44.权利要求43的方法，其中所述ssDNA‑PL包含至少9个核苷酸的寡核苷酸。

45.权利要求44的方法，其中所述寡核苷酸的长度为9个核苷酸。

46.权利要求45的方法，其中所述寡核苷酸包含SEQ  ID  NO：1。

47.权利要求43的方法，其中所述SMDH4包含至少9个核苷酸的寡核苷酸。

48.权利要求47的方法，其中所述寡核苷酸的长度为9个核苷酸。

49.权利要求48的方法，其中所述寡核苷酸包含SEQ  ID  NO：3。

50.权利要求43‑49中任一项的方法，其中所述载脂蛋白是载脂蛋白A‑I。

51.一种有机核心支架，其包含：与具有四个末端叠氮化物的四面体小分子核心(四(4‑
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叠氮苯基)甲烷)连接的1,2‑二棕榈酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛基(DBCO 

PE)。
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使用脂质缀合的核心支架的高密度脂蛋白模拟纳米颗粒

[0001] 政府支持

[0002] 本发明是在由空军科学研究办公室(AFOSR)授予的合同号FA9550‑13‑1‑0192和由

国立卫生研究院授予的基金号AG062999下由政府支持完成的。政府对本发明享有一定的权

利。

[0003] 相关申请

[0004] 本申请根据35U.S.C.§119(e)要求2019年1月24日提交的美国临时申请系列号62/

796534的优先权，其全部内容通过引用并入本文。

[0005] 发明背景

[0006] 纳米颗粒处于亚微米尺寸范围内，并具有独特的尺寸依赖性特性，使得该材料与

其块状形式相比更优越。与纳米颗粒相关的先进化学和物理特性使其在生物学和医学领域

得到广泛应用。高密度脂蛋白(HDL)是在血液中循环的动态纳米颗粒。

[0007] 发明概述

[0008] 本公开内容呈现了具有与成熟人HDL一致的尺寸、形状、表面化学、组成、蛋白质结

构和胆固醇转运特性的软核心、HDL样纳米颗粒的合成。脂质缀合(LC)的HDL  NP靶向相关细

胞类型以去除和递送细胞胆固醇并减少炎症，从而重现人HDL的显著功能。由于LC  HDL  NP

的合成很简单并且不需要耗时且昂贵的酶促成熟步骤，因此预计这些纳米颗粒将被证明是

下一代基于HDL的疗法的有力候选者。

[0009] 此外，本公开内容提供了使用脂质缀合的有机核心支架合成和表征球形HDL模拟

物的方法。核心设计基序约束和定向磷脂几何结构以促进软核心纳米颗粒的组装，在一些

实施方案中，软核心纳米颗粒的直径大约为10nm，并且在它们的大小、形状、表面化学、组成

和蛋白质二级结构方面类似于人HDL。

[0010] 在一些方面，本公开内容提供了一种球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包

含：核心和围绕并附着于核心的壳，其中核心包含脂质缀合的有机核心支架。在一些实施方

案中，壳是脂质壳。在一些实施方案中，壳是脂双层或单层。在一些实施方案中，球形HDL‑NP

具有约‑20mV的zeta电位。在一些实施方案中，有机核心支架包含PL4。在一些实施方案中，

有机核心支架包含9‑DNA‑PL4。在一些实施方案中，有机核心支架包含18‑DNA‑PL4。在一些实

施方案中，与具有无机核心的合成HDL纳米颗粒相比，壳具有更接近人HDL的zeta电位。在一

些实施方案中，与具有金核心的合成HDL纳米颗粒相比，球形HDL‑NP具有更接近人HDL的

zeta电位。在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有载脂蛋白。在一些实施方案中，载脂蛋白是

载脂蛋白A‑I。

[0011] 在一些方面，本公开内容提供了包含上述任何一种球形HDL‑NP的组合物。

[0012] 在一些方面，本公开内容提供了一种治疗炎性病症的方法，包括向受试者施用有

效量的包含上述任何一种球形HDL‑NP的组合物。

[0013] 在一些方面，本公开内容提供降低NF‑kB活性的方法，包括向受试者施用有效量的

包含上述球形HDL‑NP中的任一种的组合物。

[0014] 本发明的一个或多个实施方案的细节在以下描述中阐述。本发明的其他特征或优
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点将从以下附图和几个实施方案的详细描述以及从所附权利要求中变得明显。

[0015] 在一个方面，本公开内容涉及球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包含核心

和围绕并附着于核心的壳，其中核心包含脂质缀合的有机核心支架。

[0016] 在一些实施方案中，壳是脂质壳。在一些实施方案中，壳是脂双层或单层。在一些

实施方案中，壳是脂质双层。在一些实施方案中，壳是脂质单层。

[0017] 在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有约‑20毫伏(mV)的表面zeta电位。

[0018] 在一些实施方案中，有机核心支架包含PL4。在一些实施方案中，有机核心支架包

含9‑DNA‑PL4。在一些实施方案中，有机核心支架包含18‑DNA‑PL4。

[0019] 在一些实施方案中，与具有无机核心的合成HDL纳米颗粒相比，壳具有更接近人

HDL的zeta电位。在一些实施方案中，与具有金核心的合成HDL纳米颗粒相比，球形HDL‑NP具

有更接近人HDL的zeta电位。在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有‑16‑26mV的zeta电位。

[0020] 在一些实施方案中，本公开内容的球形HDL‑NP进一步包含载脂蛋白。在一些实施

方案中，载脂蛋白是载脂蛋白A‑I。

[0021] 在一些实施方案中，本公开内容的球形HDL‑NP包括大于8.7nm的流体动力学直径。

在一些实施方案中，流体动力学直径为8.7nm‑17.7nm。在一些实施方案中，流体动力学直径

为10nm‑15nm。在一些实施方案中，流体动力学直径为12nm‑14nm。

[0022] 在一些实施方案中，有机核心支架包含疏水性小分子‑磷脂缀合物(PL4)。在一些

实施方案中，PL4包含头基修饰的磷脂。在一些实施方案中，头基修饰的磷脂包括环张力的

炔烃、1,2‑二棕榈酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛基。在一些实施方案中，磷脂

与具有多个末端官能团的小分子偶联。在一些实施方案中，小分子是四(4‑叠氮苯基)甲烷。

在一些实施方案中，多个官能团是2‑6个官能团。在一些实施方案中，多个官能团是4个官能

团。在一些实施方案中，官能团是末端叠氮化物(SM‑Az)。

[0023] 在其他实施方案中，有机核心支架包含两亲性DNA连接的小分子‑磷脂缀合物

(DNA‑PL4)。在一些实施方案中，DNA是长度为5‑17个核苷酸的双链寡核苷酸。在一些实施方

案中，DNA是长度为8‑15个核苷酸的双链寡核苷酸。在一些实施方案中，DNA是长度为9个核

苷酸的双链寡核苷酸。在一些实施方案中，双链DNA的第一单链与磷脂连接并形成ssDNA‑磷

脂缀合物(ssDNA‑PL)。在一些实施方案中，与双链DNA的第一链互补的双链DNA的第二链与

小分子连接。在一些实施方案中，小分子是四面体小分子并且与DNA连接的小分子形成四面

体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)。在一些实施方案中，SMDH4通过DNA的互补单链之间的氢键连

接到ssDNA‑PL。

[0024] 在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有比载脂蛋白或具有金核心的合成HDL纳米颗

粒更有效的胆固醇转运能力。

[0025] 在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有约5‑30nm、5‑25nm、5‑22nm、5‑20nm、5‑15nm、

5‑14nm、5‑13nm、5‑12nm、5‑11nm、5‑10nm、8‑15nm、8‑14nm、8‑13nm、8‑12nm、8‑11nm、8‑10nm、

10‑12nm或10nm的直径。

[0026] 在一些实施方案中，球形HDL‑NP进一步包含与HDL‑NP连接的治疗剂。在一些实施

方案中，治疗剂是治疗性核酸。在一些实施方案中，治疗剂是抗癌剂。在一些实施方案中，抗

癌剂是化疗剂。在一些实施方案中，治疗剂是抗炎剂。

[0027] 在其他方面，本发明是一种治疗癌症的方法，包括向患有癌症的受试者施用球形
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高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包含：核心和围绕核心并附着于核心的壳，其中核心包

含有效量的脂质缀合的有机核心支架以治疗癌症。

[0028] 在其他方面，提供了一种通过向患有炎性病症的受试者施用球形高密度脂蛋白纳

米颗粒(HDL‑NP)来治疗炎性病症的方法，所述球形高密度脂蛋白纳米颗粒包含：核心和围

绕并附着于核心的壳，其中核心包含有效量的脂质缀合的有机核心支架以治疗炎性病症。

[0029] 在一方面，本公开内容涉及包含本公开内容的任何球形HDL‑NP的药物组合物。

[0030] 在一方面，本公开内容涉及治疗癌症或炎性病症的方法，包括向受试者施用有效

量的包含本公开内容的球形HDL‑NP的组合物。

[0031] 在一方面，本公开内容涉及降低NF‑kB活性的方法，包括向受试者施用有效量的包

含本公开内容的任何球形HDL‑NP的组合物。

[0032] 在一个方面，本公开内容涉及一种制备球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)的方

法，包括制备单链DNA‑磷脂缀合物(ssDNA‑PL)，制备四面体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)、其

中ssDNA‑PL和SMDH4具有互补的DNA序列，孵育ssDNA‑PL和SMDH4，使得互补DNA序列彼此碱基

配对以形成DNA‑PL核心，并将磷脂脂质体和载脂蛋白添加至DNA‑PL核心以产生球形HDL‑

NP。

[0033] 在一些实施方案中，ssDNA‑PL包含至少9个核苷酸的寡核苷酸。在一些实施方案

中，寡核苷酸的长度为6‑16个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID  NO：1。在一

些实施方案中，寡核苷酸的长度为18个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID 

NO:2。

[0034] 在一些实施方案中，SMDH4包含至少9个核苷酸的寡核苷酸。在一些实施方案中，寡

核苷酸的长度为9‑15个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID  NO：3。在一些实

施方案中，寡核苷酸的长度为18个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID  NO:4。

[0035] 在一些实施方案中，本文公开的任何方法的载脂蛋白是载脂蛋白A‑I。

[0036] 在一个方面，本公开内容涉及一种有机核心支架，其包含：与具有四个末端叠氮化

物的四面体小分子核心(四(4‑叠氮苯基)甲烷)连接的1,2‑二棕榈酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙

醇胺‑N‑二苯并环辛基(DBCOPE)。

[0037] 本发明的每个限制可以涵盖本发明的各种实施方案。因此，预期涉及任何一个元

素或元素组合的本发明的每个限制都可以包括在本发明的每个方面中。本发明在其应用方

面不限于在以下描述中阐述或在附图中示出的构建细节和组分布置。本发明能够实现有其

他实施方案并且能够以各种方式被实践或执行。本发明的一个或多个实施方案的细节在所

附的详细描述、实施例、权利要求和附图中阐述。本发明的其他特征、目的和优点将从描述

和权利要求中而变得明显。

[0038] 附图的简要说明

[0039] 以下附图构成本说明书的一部分，并被包括在内以进一步展示本公开内容的某些

方面，通过参考这些附图中的一个或多个并结合在此呈现的具体实施方案的详细描述，可

以更好地理解这些方面。为清楚起见，并非每个组件可以在每个附图中标出。应当理解，附

图中所示的数据决不限制本公开内容的范围。附图中：

[0040] 图1显示了典型的反向胆固醇转运途径。缩写：FC：游离胆固醇。CE：胆固醇酯。PL：

磷脂。LCAT：卵磷脂：胆固醇酰基转移酶。
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[0041] 图2A‑2G：图2A‑2C显示了PL4和DNA‑PL4核心支架以及LC  HDL  NP组装的合成方案。

图2D以质量百分比(％)显示了天然和合成HDL的组成。*Au  HDL  NP组成是根据先前公布的

数据集18报告的。图2E显示了LC  HDL  NP和人HDL的圆二色光谱。图2F显示了其核心材料不同

的天然和合成HDL物质的示意图。图2G显示了在98,000倍放大倍数下DNA‑PL4  HDL  NP(9‑

mer  DNA)的TEM成像。比例尺＝50nm。

[0042] 图3A‑3D：图3A显示从cAMP处理的J774巨噬细胞的LC  HDL  NP流出H3‑chol。图3B显

示了来自串联流出‑流入测定的所有级分中H3‑chol的定量。图3C显示了串联测定中胆固醇

流入肝细胞的百分比(％)。图3D显示了SR‑B1依赖性胆固醇流出。使用双尾学生t检验确定

统计显著性。**p<0.01。*＊*p<0.001。

[0043] 图4：通过流式细胞术(图4A‑4B)和共聚焦显微术(图4C)，LC  HDL  NP促进荧光胆固

醇(NBD‑chol)在30分钟内快速递送至肝细胞(HepG2)。使用双尾学生t检验确定统计显著

性。*p<0.05。*＊*p<0.001。

[0044] 图5A‑5B：图5A显示了在LCAT胆固醇酯化测定中游离胆固醇(FC)和胆固醇酯(CE)

的定量。图5B显示了促炎性NF‑kB信号传导的LC  HDL  NP介导的抑制。使用双尾学生t检验确

定统计显著性。*p<0.05。**p<0.01。

[0045] 图6显示了来自四(4‑叠氮苯基)甲烷与CPG上炔官能化的9‑mer  DNA的偶联反应的

9‑SMDH4(SEQ  ID  NO：1)的分析性RP‑HPLC迹线。轨迹是来自设置为260nm的二极管检测器的

信号。插图显示纯产品的MALDI‑ToF光谱：m/z＝12,144(理论值12,144.1)。

[0046] 图7显示了来自四(4‑叠氮苯基)甲烷与CPG上炔官能化的18‑mer  DNA的偶联反应

的18‑SMDH4(SEQ  ID  NO：2)的分析性RP‑HPLC迹线。轨迹是来自设置为260nm的二极管检测

器的信号。插图显示纯产品的MALDI‑ToF光谱：m/z＝23,264(理论值23,263.7)。

[0047] 图8显示了粗9‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO：3)的半制备型RP‑HPLC迹线。轨迹是来自设

置为260nm的二极管检测器的信号。33‑42分钟的纯9‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO：3)通过MALDI‑

ToF(插图)分离和鉴定：m/z＝3,340(理论值3,342.4)。

[0048] 图9显示粗18‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO：4)的半制备型RP‑HPLC迹线。轨迹是来自设置

为260nm的二极管检测器的信号。38‑45分钟的纯18‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO：4)通过MALDI‑

ToF(插图)分离和鉴定：m/z＝6,115(理论值6,118.2)。

[0049] 图10显示了9‑SMDH4(SEQ  ID  NO：1)和18‑SMDH4(SEQ  ID  NO：2)和9‑DNA‑脂质(SEQ 

ID  NO：3)缀合物和18‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO:4)缀合物的变性PAGE‑凝胶图像(15％，7M尿

素)。凝胶实验在1×TBE缓冲液中以180V进行1小时，然后用SYBR  Gold(Thermo  Fisher 

Scientific ,Inc .,Grand  Island ,NY)对凝胶进行染色，并使用Typhoon  9400(GE 

Healthcare,Pittsburgh,PA)采集其图像。

[0050] 图11：PL4合成方案。PL4核心材料通过1,2‑二棕榈酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑

二苯环辛基(DBCO  PE)与具有四个末端叠氮化物的四面体小分子核心(四(4‑叠氮苯基)甲

烷)的无铜点击化学缀合来合成(图11)。在典型的反应中，DBCO  PE和四(4‑叠氮苯基)甲烷

各自以0.1wt％溶解在N,N‑二甲基甲酰胺(DMF，Sigma  Aldrich)中，并以DMF中的DBCO  PE与

四(4‑叠氮苯基)甲烷的10:1的摩尔比混合。将反应混合物进行三轮交替涡旋和水浴超声处

理，然后允许在涡旋下在室温反应24小时。然后使用HPLC和电喷雾电离质谱(图12)表征所

得反应混合物。由于图12仅显示了PL4的正确质量的单一种类，我们得出结论，没有部分偶
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联的产物(PL3、PL2等)，并且使用反应混合物用于组装步骤。由于组装步骤涉及添加大量过

量的DPPC脂质，因此在用于组装之前无需将过量的DBCO  PE分子与PL4核心分离。

[0051] 图12显示PL4核心的电喷雾电离质谱。产品m/z＝4401.6(理论值：4401.7)。

[0052] 图13显示了通过负染色TEM的PL4  HDL  NP的超微结构表征。使用FEI  Tecnai 

Spirit  TEM进行成像。插图(最右侧的图)是120,000倍放大的图。每个图像上标记的比例

尺，从50‑200nm。通过使用ImageJ软件测量>50个颗粒，将TEM直径确定为10±2nm。

[0053] 图14显示了使用18‑mer  DNA‑PL4支架的组装尝试的超微结构表征。

[0054] 图15显示核心+DPPC、无apoA‑1的TEM成像(顶行：DNA‑PL4核心+DPPC；底行：PL4核心

+DPPC)。注意：与含蛋白质的样品(20秒染色)相比，不含蛋白质的Core+DPPC对照样品的充

分可视化需要更长的时间的乙酸双氧铀染色(15分钟染色)。

[0055] 图16：LC  HDL  NP组装和apoA‑1寡聚化特征谱的表征。apoA‑1在与PL4和DNA‑PL4颗

粒的脂质缀合物核心支架组装后采用更高阶的寡聚化状态。

[0056] 发明详述

[0057] 高密度脂蛋白(HDL)是天然循环纳米颗粒，其携带胆固醇、靶向特定细胞类型并在

许多疾病过程中发挥重要作用。因此，合成的HDL模拟物已成为有前途的治疗剂。然而，迄今

为止的方法无法重现球形HDL的关键特征，球形HDL是最丰富的HDL种类，并且具有特别的临

床重要性。

[0058] 天然HDL是循环纳米颗粒(直径约8‑13nm)，其运输胆固醇并在癌症和心血管疾病

中发挥重要作用。球形HDL是最丰富的HDL亚种，并且在临床上特别重要。然而，以前的HDL模

拟物无法在不依赖无机模板材料(例如金纳米颗粒)的情况下重现球形HDL的特征(例如球

形HDL构象)。在本文，意外地发现球形HDL构象可以在具有脂质缀合的有机核心支架的HDL

样纳米颗粒中实现。本公开内容的这些HDL样纳米颗粒是它们的种类的第一种，即具有软材

料核心的球形HDL模拟物。

[0059] 本公开内容的HDL样纳米颗粒使用新型脂质偶联的有机核心支架模拟球形HDL种

类。核心设计基序约束和定向磷脂几何结构以促进软核心纳米颗粒的组装，在一些实施方

案中，软核心纳米颗粒的直径大约为10nm，并且在它们的大小、形状、表面化学、组成和蛋白

质二级结构方面类似于人HDL。HDL样纳米颗粒在大小(～10nm)、表面化学(‑20mV  zeta电

位)和由圆二色谱确定的HDL蛋白质二级结构方面模拟天然HDL的结构。合成的HDL已证明有

望用作用于心血管疾病和癌症以及其他适应症的疗法。概括HDL显著功能所需的合成HDL模

拟物的两个主要特征是1)软材料核心，和2)球形构象。本公开内容的HDL样纳米颗粒被设计

成与之前的合成平台(其均没有再现上述两个特征)相比能够实现卓越的治疗功效。

[0060] 高密度脂蛋白(HDL)是动态纳米颗粒，其在血液中循环并运输胆固醇。临床上，升

高的HDL胆固醇水平与动脉粥样硬化心血管疾病(ASCVD)的风险降低有关1‑2。在细胞水平

上，HDL分别靶向巨噬细胞和肝细胞以去除和输送胆固醇，这已被显示减少炎症和动脉粥样

硬化负担3‑4。由于HDL和ASCVD之间的有益关联、细胞特异性靶向特性以及使用HDL进行靶向

药物递送的意图，大量的努力集中在合成类似于其天然对应物的HDL5。

[0061] 血液中有多种HDL种类可用作合成靶标。未成熟的HDL缺乏胆固醇且呈盘状，主要

由HDL定义蛋白、载脂蛋白A‑I(在本文中可称为apoA‑I、apoA‑1和/或载脂蛋白A‑1)和磷脂

组成。HDL的成熟形式(也含有apoA‑I和磷脂的表层)富含胆固醇和胆固醇酯，并呈现更多的
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球形(图1)。球形HDL占循环中的大部分HDL6‑7。然而，用作疗法的合成形式的HDL仅与未成熟

的盘状HDL相似8。这主要是因为这些重组形式的HDL(rHDL)相对容易通过自身组装磷脂和

apoA‑I来制备8‑12。使用rHDL的临床试验显示出一些前景，但表明在制造更强力和有效的合

成HDL方面还有很大的改进空间10‑12。

[0062] 球形HDL种类与ASCVD减少最相关13。然而，由于将盘状HDL成熟为含有胆固醇和胆

固醇酯的球形HDL所需的酶促步骤，这些HDL更难以合成。以前的研究试图通过使用无机纳

米颗粒作为模板来规避这些生物成熟步骤14‑16。模板可以用磷脂和apoA‑I进行官能化，并成

功地将HDL模拟物的大小限制为<15nm直径17。然而，这些材料无法概括天然球形HDL的关键

特征，即能够动态加载和卸载胆固醇和胆固醇酯的强健的软材料核心。除了无机模板材料

外，还使用两亲性肽合成了软核心盘状HDL样颗粒22。

[0063] 在本文中，使用脂质缀合的核心支架(LC  HDL  NP)合成HDL模拟纳米颗粒是在两步

过程中完成的：首先，合成和纯化核心支架；其次，颗粒通过核心支架、游离磷脂和HDL定义

蛋白载脂蛋白A1(apo‑A1)的超分子组装制造。理论上可以使用多种脂质缀合的有机核心进

行颗粒组装。在此，展示了使用三种不同的有机核心支架成功制造颗粒。具体而言，使用了

两种不同长度的四面体小分子‑磷脂杂合体(称为PL4)和四面体ssDNA‑磷脂‑小分子杂合体

(称为DNA‑PL4)。

[0064] 本公开内容提供使用脂质缀合的核心支架(LC  HDL  NP)合成具有成熟人HDL的结

构和功能特性的球形HDL样纳米颗粒的方法。研究了大小和组成不同但具有相同四面体几

何形状的三个有机支架。第一个支架是使用无铜点击化学合成的高度疏水的小分子‑磷脂

缀合物(PL4)。具体来说，含有环张力的炔烃、1,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二

苯并环辛基的头部基团修饰的磷脂被点击偶联到四(4‑叠氮苯基)甲烷，其是一种小的具有

四个末端叠氮化物(SM‑Az4)的分子(图2A和图11‑12)。与PL4核心相反，第二个(9‑DNA‑PL4)

和第三个(18‑DNA‑PL4)核心支架是两亲性DNA连接的PL4核心(图2B)，具有不同的DNA接头长

度(9‑mer相对18‑mer  dsDNA)。虽然亲水性DNA接头提高了核心在水溶液中的溶解度，但朝

向外部的磷脂尾基能够与apoA‑1和磷脂进行疏水相互作用。通过加入不同长度的DNA接头，

可以轻松调整这些核心的大小。DNA‑PL4核心以两步方式合成(参见本文的合成部分)。首

先，合成DNA‑磷脂缀合物(ssDNA‑PL)和四面体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)(表2)。其次，将具

有互补碱基配对序列的ssDNA‑PL和SMDH4杂交以产生最终的DNA‑PL4核心(图2B和图6‑9)。

[0065] 新生HDL成熟为球形HDL的机制是通过支持游离胆固醇的酶促酯化，这是一种由酶

卵磷脂:胆固醇酰基转移酶(LCAT)在血液中进行的反应。在本文中，发现PL4和DNA‑PL4  HDL 

NP都能够支持LCAT介导的酯化(图5A)。然而，PL4  HDL  NP表现出比Au  HDL  NP和DNA‑PL4  HDL 

NP显著更大的酯化能力，将87％的结合的胆固醇转化为胆固醇酯。这一结果可能是由于PL4
核心相对于金(Au)和DNA‑PL4核心具有增加的灵活性和疏水性，从而能够有效地填充胆固

醇酯。

[0066] 如本文所用，术语“HDL样”、“HDL类似的”和“HDL模拟物”可互换使用以指代合成的

HDL‑NP。

[0067] 在一些方面，本公开内容提供了一种球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包

含：核心和围绕并附着于核心的壳，其中核心包含脂质缀合的有机核心支架。壳可以是脂质

壳，其在一个或多个点连接到有机核心支架的组分，如图1示意性所示的。在一些实施方案
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中，壳是脂质双层或单层。

[0068] 在一组实施方案中，本文所述的结构或其一部分(例如结构的壳)包含一种或多种

天然或合成脂质或脂质类似物(即，亲脂性分子)。一种或多种脂质和/或脂质类似物可以形

成单层或多层(例如，双层)结构。在形成多层的一些情况下，天然或合成脂质或脂质类似物

相互交错(例如，在不同层之间)。天然或合成脂质或脂质类似物的非限制性实例包括脂肪

酰基、甘油脂、甘油磷脂、鞘脂、糖脂和聚酮化合物(源自酮酰基亚基的缩合)，以及固醇脂质

和异戊烯醇脂质(源自异戊二烯亚基的缩合)。

[0069] 在一组特定的实施方案中，本文所述的结构包括一种或多种磷脂。一种或多种磷

脂可以包括例如磷脂酰胆碱、磷脂酰甘油、卵磷脂、β,γ‑二棕榈酰‑α‑卵磷脂、鞘磷脂、磷脂

酰丝氨酸、磷脂酸、N‑(2,3‑二(9‑(Z)‑十八烯氧基))‑丙‑1‑基‑N,N,N‑三甲基氯化铵，磷脂

酰乙醇胺，溶血卵磷脂，溶血磷脂酰乙醇胺，磷脂酰肌醇，脑磷脂，心磷脂，脑苷脂，双十六烷

基磷酸，二油酰基磷脂酰胆碱，二棕榈酰磷脂酰胆碱，二棕榈酰磷脂酰甘油，二油酰基磷脂

酰甘油，棕榈酰‑油酰‑磷脂酰胆碱，二‑硬脂酰‑磷脂酰胆碱，硬脂酰‑棕榈酰‑磷脂酰胆碱，

二‑棕榈酰‑磷脂酰乙醇胺，二‑硬脂酰‑磷脂酰乙醇胺，二‑肉豆蔻酰‑磷脂酰丝氨酸，二‑油

酰‑磷脂酰胆碱，1,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸硫代乙醇及其组合。在一些情况下，结构的

壳(例如，双层)包括50‑200种天然或合成脂质或脂质类似物(例如，磷脂)。例如，壳可包含

少于约500、少于约400、少于约300、少于约200或少于约100种天然或合成脂质或脂质类似

物(例如，磷脂)，例如，取决于结构的大小。

[0070] 还可以使用不含磷的脂质，例如硬脂胺、十二烷基胺、乙酰棕榈酸酯和脂肪酸酰

胺。在其他实施方案中，其他脂质例如脂肪、油、蜡、胆固醇、固醇、脂溶性维生素(例如，维生

素A、D、E和K)、甘油酯(例如，甘油单酯、甘油二酯、甘油三酯)可用于形成本文描述的结构的

一部分。

[0071] 本文所述的结构的一部分(例如纳米结构的壳或表面)可以任选地包括一个或多

个烷基，例如含烷烃、烯烃或炔烃的种类，其任选地赋予结构疏水性。“烷基”是指饱和脂肪

族基团，包括直链烷基、支链烷基、环烷基(脂环族)基团、烷基取代的环烷基和环烷基取代

的烷基。烷基可以具有各种碳数量，例如在C2至C40之间，并且在一些实施方案中可以大于

C5、C10、C15、C20、C25、C30或C35。在一些实施方案中，直链或支链烷基在其主链中可具有30个或

更少的碳原子，并且在一些情况下，20个或更少。在一些实施方案中，直链或支链烷基在其

主链中可具有12个或更少(例如，对于直链C1‑C12，对于支链C3‑C12)、6个或更少、或4个或更

少的碳原子。类似地，环烷基在其环结构中可具有3‑10个碳原子，或在环结构中可具有5、6

或7个碳原子。烷基的实例包括但不限于甲基、乙基、丙基、异丙基、环丙基、丁基、异丁基、叔

丁基、环丁基、己基、环己基等。

[0072] 在一些实施方案中，本公开内容的球形HDL‑NP进一步包含载脂蛋白。载脂蛋白可

以是载脂蛋白A(例如apo  A‑I、apo  A‑II、apo  A‑IV和apo  A‑V)、载脂蛋白B(例如apo  B48和

apo  B100)、载脂蛋白C(例如apo  C‑I、apo  C‑II、apo  C‑III和apo  C‑IV)以及载脂蛋白D、E

和H。具体而言，apo  A1、apo  A2和apo  E促进胆固醇和胆固醇酯转移到肝脏以用于代谢，并

且可用于包括在本文所述的结构中。另外或可选地，本文所述的结构可包括载脂蛋白的一

种或多种肽类似物，例如上文所述的一种。当然，其他蛋白质(例如，非载脂蛋白)也可以包

含在本文所述的纳米结构中。在一些实施方案中，载脂蛋白是载脂蛋白A‑I。
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[0073] HDL‑NP具有有机核心支架。如本文所用，有机核心支架是指非金属材料、软核心，

具有3维结构和足以组织和保持球形脂质层的电荷。此处的“球形”形状或结构是指具有圆

形或球状结构的结构。该结构不需要是完美的圆形或精确的球体，而是近似的球体形状。

[0074] 在一些实施方案中，有机核心支架包含疏水性小分子‑磷脂缀合物(PL4)。疏水性

小分子‑磷脂缀合物包含任何能够与磷脂连接的小分子。在一些实施方案中，小分子是四

(4‑叠氮苯基)甲烷。

[0075] 在一些实施方案中，磷脂可以是头基修饰的磷脂。在一些实施方案中，头基修饰的

磷脂包含环张力的炔烃、1,2‑二棕榈酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛基。

[0076] 小分子可以直接连接到磷脂或可以通过使用官能团连接。官能团可包括可用于将

磷脂官能化成小分子的任何合适的端基，例如氨基(例如，未取代或取代的胺)、酰胺基、叠

氮化物、亚胺基、羧基基团或硫酸基团。在一些情况下，官能团包括至少第二端基。在其他实

施方案中，第二端基可以是可以共价附着到另一个官能团的反应性基团。在一些实施方案

中，磷脂与具有多个末端官能团的小分子偶联。在一些实施方案中，多个官能团是2‑6个官

能团。在一些实施方案中，多个官能团是4个官能团。在一些实施方案中，官能团是末端叠氮

化物(SM‑Az)。

[0077] 在其他实施方案中，有机核心支架包含两亲性DNA连接的小分子‑磷脂缀合物

(DNA‑PL4)。DNA(或任何其他核酸，包括修饰的和天然存在的核酸)在磷脂和小分子之间提

供了独特的连接。使用DNA是有利的，因为通过改变DNA链的长度可以容易地控制DNA的大小

和因此核心。在一些实施方案中，DNA的长度为5‑50个核苷酸。在其他实施方案中，DNA的长

度为5‑45,5‑40,5‑35,5‑30,5‑25,5‑20,5‑17,5‑16,5‑15,5‑14,5‑13,5‑12,5‑11,5‑10,5‑

9,5‑8,5‑7,6‑45,6‑40,6‑35,6‑30,6‑25,6‑20,6‑17,6‑16,6‑15,6‑14,6‑13,6‑12,6‑11,6‑

10,6‑9,6‑8,6‑7,7‑45,7‑40,7‑35,7‑30,7‑25,7‑20,7‑17,7‑16,715,7‑14,7‑13,7‑12,7‑

11,7‑10,7‑9,7‑8,8‑45,8‑40,8‑35,8‑30,8‑25,8‑20,8‑17,8‑16,8‑15,8‑14,8‑13,8‑12,

8‑11,8‑10,8‑9,9‑45,9‑40,9‑35,9‑30,9‑25,9‑20,9‑17,9‑16,9‑15,9‑14,9‑13,9‑12,9‑

11或9‑10个核苷酸。

[0078] 在一些实施方案中，DNA是双链寡核苷酸。在一些实施方案中，DNA是长度为8‑15个

核苷酸的双链寡核苷酸。在一些实施方案中，DNA是长度为9个核苷酸的双链寡核苷酸。

[0079] 在一些实施方案中，双链DNA的第一单链与磷脂连接并形成ssDNA‑磷脂缀合物

(ssDNA‑PL)。在一些实施方案中，与双链DNA的第一链互补的双链DNA的第二链与小分子连

接。在一些实施方案中，小分子是四面体小分子并且与DNA连接的小分子形成四面体小分

子‑DNA杂合体(SMDH4)。在一些实施方案中，SMDH4通过DNA的互补单链之间的氢键合连接到

ssDNA‑PL。

[0080] 在一些实施方案中，球形HDL‑NP进一步包含与HDL‑NP连接的治疗剂。在一些实施

方案中，治疗剂是治疗性核酸。在一些实施方案中，治疗剂是抗癌剂。在一些实施方案中，抗

癌剂是化疗剂。在一些实施方案中，治疗剂是抗炎剂。

[0081] 治疗性核酸可包括任何核酸，例如但不限于多核苷酸、DNA序列、编码治疗性蛋白

质的DNA序列、RNA序列、小干扰RNA(siRNA)、mRNA、短发夹RNA(shRNA)、微小RNA(miRNA)、反

义寡核苷酸、三链DNA、质粒DNA(pDNA)或其任意组合。在一些实施方案中，治疗性核酸可以

被处理或化学修饰。例如，治疗性核酸可包含除磷酸二酯键之外的核苷酸间键联，例如硫代
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磷酸酯、甲基膦酸酯、甲基磷酸二酯、二硫代磷酸酯、氨基磷酸酯、磷酸三酯或磷酸酯键联，

其在一些实施方案中可赋予增加的稳定性。核酸稳定性也可以通过在合成过程中将3'‑脱

氧胸苷或2'‑取代的核苷酸(被例如烷基取代)掺入核酸或通过提供作为苯基异脲衍生物的

核酸，或通过具有连接到核酸的3'末端的其他分子例如氨基吖啶或聚赖氨酸来增加。RNA

和/或DNA的修饰可以存在于整个寡核苷酸或核酸的选定区域中，例如5'和/或3'末端，例如

通过甲基化。

[0082] 在某些实施方案中，抗癌剂是化疗药物，例如紫杉醇、顺铂、卡铂、拓扑替康和多柔

比星。

[0083] 在一个方面，本公开内容涉及包含连接至具有2‑6个末端叠氮化物的四面体小分

子核心(四(4‑叠氮苯基)甲烷)的1,2‑二棕榈酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛

基(DBCO  PE)的有机核心支架。在一些实施方案中，该结构具有4个末端叠氮化物。

[0084] 本公开内容的HDL‑NP的尺寸、物理性质和功能性质类似于天然存在的HDL‑NP的尺

寸、物理性质和功能性质并且不同于其他合成HDL‑NP。这些特性包括，例如，球形、表面化

学、尺寸、流体动力学直径、zeta电位、胆固醇流出、胆固醇递送和治疗功能，例如抑制炎症。

[0085] 在一些实施方案中，本公开内容的球形HDL‑NP可以基于流体动力学直径进行评

估。球形HDL‑NP的流体动力学直径类似于天然存在的HDL‑NP的流体动力学直径，并且与其

他合成HDL‑NP不同。流体动力学直径评估以与被测量的颗粒相同的方式扩散的假设硬球的

尺寸，并提供颗粒的扩散特性(其将指示动态水合/溶剂化颗粒的表观尺寸)的指示。它可以

通过动态光散射(DLS)来测量。在一些实施方案中，流体动力学直径大于8.7nm。在一些实施

方案中，流体动力学直径为8.7nm‑17 .7nm。在一些实施方案中，流体动力学直径为10nm‑

15nm。在一些实施方案中，流体动力学直径为12nm‑14nm。

[0086] 本公开内容的球形HDL样纳米颗粒可以具有拥有例如小于或等于约500nm、小于或

等于约250nm、小于或等于约100nm、小于或等于约75nm、小于或等于约50nm、小于或等于约

40nm、小于或等于约35nm、小于或等于约30nm、小于或等于约25nm、小于或等于约20nm、小于

或等于约15nm或小于或等于约5nm的最大横截面尺寸(或有时为最小横截面尺寸)的直径。

在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有约5‑30nm、5‑25nm、5‑22nm、5‑20nm、5‑15nm、5‑14nm、5‑

13nm、5‑12nm、5‑11nm、5‑10nm、8‑15nm、8‑14nm、8‑13nm、8‑12nm、8‑11nm、8‑10nm、10‑12nm或

10nm的直径。

[0087] 本公开内容的HDL样纳米颗粒可具有拥有例如小于或等于约300nm、小于或等于约

250nm、小于或等于约100nm、小于或等于约75nm、小于或等于约50nm、小于或等于约40nm、小

于或等于约35nm、小于或等于约30nm、小于或等于约25nm、小于或等于约20nm、小于或等于

约15nm或小于或等于约5nm的最大横截面尺寸(或有时，最小横截面尺寸)的核心。在一些情

况下，核心具有大于约1:1、大于3:1或大于5:1的纵横比。如本文所用，“纵横比”是指长度或

宽度的比率，其中长度和宽度彼此垂直测量，并且长度是指最长的线性测量的尺寸。

[0088] 在一些实施方案中，与具有无机核心的合成HDL纳米颗粒相比，壳具有更接近人

HDL的zeta电位。在一些实施方案中，与具有金核心的合成HDL纳米颗粒相比，球形HDL‑NP具

有更接近人HDL的zeta电位。在一些实施方案中，球形HDL‑NP具有‑16‑26mV的zeta电位。在

一些实施方案中，HDL样纳米颗粒的zeta电位为约‑20毫伏(mV)。在一些实施方案中，HDL样

纳米颗粒的zeta电位选自‑10mV、‑12mV、‑14mV、‑16mV、‑18mV、‑20mV、‑22mV、‑24mV、‑26mV
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和‑30mV。在一些实施方案中，HDL样纳米颗粒的zeta电位大于‑20mV。在一些实施方案中，

zeta电位小于‑20mV。在一些实施方案中，zeta电位是人HDL的zeta电位。Zeta电位可以使用

本领域已知的方法包括本文公开的方法评估。

[0089] 在一些实施方案中，本公开内容的HDL样纳米颗粒不包括基于肽的支架材料。

[0090] 本公开内容的组合物和方法代表了朝着球形HDL的真正合成功能模拟物迈出的重

要一步。本公开内容的HDL样纳米颗粒(也称为合成颗粒或合成HDL颗粒或HDL‑NP)能够执行

显著的HDL功能，包括胆固醇从巨噬细胞(或从载有脂质的巨噬细胞)流出、胆固醇递送至肝

细胞，支持卵磷脂：胆固醇酰基转移酶活性和抑制炎症。因此，在一些实施方案中，球形HDL‑

NP具有比载脂蛋白或具有金核心的合成HDL纳米颗粒更有效的胆固醇转运能力。胆固醇转

运能力可以使用体外试验如本文所述的试验来评估。可以相对于胆固醇转运的标准已知值

或相对于阴性对照例如具有金核心或APO‑A1的合成HDL‑NP颗粒或相对于阳性对照例如天

然存在的HDL‑NP评估胆固醇转运能力。

[0091] 因此，本公开内容的组合物和方法可用于应用，包括但不限于癌症治疗、炎性疾

病、心血管疾病治疗、骨病治疗和免疫疾病治疗。

[0092] 使用合成的HDL作为疗法有很大的前景。本领域之前和正在进行的临床试验表明，

重构的HDL可以安全地注射到人中，并且在心血管疾病的情况下显示出边际的临床益处。然

而，需要能够发挥更有效作用的合成HDL的新方法。本公开内容的HDL样纳米颗粒(由于它们

的新元素，包括球形HDL的软核心模拟物)代表了合成HDL在临床中显著增强的治疗效果的

有力候选者。

[0093] 巨噬细胞NF‑kB活性促进的炎症是ASCVD的一个标志，它推动疾病进展并增加发病

率和死亡率。在此，为了评估LC  HDL  NP减轻炎症的能力，在用LC  HDL  NP或apoA‑1对照处理

之前，用脂多糖处理人单核细胞报告细胞系(THP1‑Dual)以刺激NF‑kB活性。虽然单独的

apoA‑1没有表现出降低NF‑kB活性的能力，但PL4  HDL  NP和DNA‑PL4  HDL  NP都以剂量依赖性

方式降低了NF‑kB活性，在150nM的蛋白质浓度下分别降低了31％和16％(图5B)。

[0094] 在一些方面，本发明是一种治疗心血管疾病的方法。心血管疾病是血管内皮细胞

功能障碍并开始出现某些症状，包括常规或以上的心脏和血管系统上，动脉粥样硬化、高血

压、gojihyeol、冠心病(心脏病发作)、脑血管疾病(中风、痴呆)、外周血管疾病、心律失常、

心力衰竭、充血性心脏病、心脏病以及对于至少心脏和血管的名称，包括但不限于此。心血

管疾病的一些主要因素包括但不限于遗传因子的表达、生活习惯和糖尿病并发症。

[0095] 动脉粥样硬化是为心肌提供富氧血液的动脉因富含胆固醇的斑块而逐渐变窄的

机制。这些斑块随着时间的推移而生长和硬化，从而减少血流量、破裂并导致心脏病发作。

支撑冠状动脉和保持冠状动脉开放的干预措施(例如血管成形术和金属支架)非常普遍。这

些疗法的一个关键问题是由于血管重塑(称为新内膜增生)而失败，其中平滑肌细胞通过支

架生长，从而使血管重新变窄(即再狭窄)。涂有药物以防止细胞生长的药物洗脱支架(DES)

通过限制平滑肌细胞的增殖确实减少了血管再狭窄；然而，该药物还抑制天然内衬血管并

阻止血块形成的内皮细胞的生长。患者必须继续服用强效药物以防止血凝块，从而使他们

容易出现危及生命的出血并发症。

[0096] 本发明在提高血管介入成功率以及减少动脉粥样硬化斑块破裂造成的长期损害

方面具有巨大价值。如本文所用，心血管疾病包括但不限于动脉硬化、冠心病、局部缺血、内
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皮功能障碍特别是影响血管弹性的功能障碍、再狭窄、血栓形成、心绞痛、高血压、心肌病、

高血压性心脏病、心力衰竭、肺源性心脏病、心脏节律不整、心内膜炎、炎性心脏肥大、心肌

炎、心肌梗塞、瓣膜性心脏病、中风和脑血管疾病、主动脉瓣狭窄、充血性心力衰竭和外周动

脉疾病。

[0097] 在一些实施方案中，本发明的组合物将被诊断患有心血管疾病或处于心血管疾病

风险的受试者的心血管参数恢复和/或改善至正常范围。心血管参数的正常范围包括但不

限于约65‑240mL的舒张末期容积(EDV)、约16‑143mL的收缩末期容积(ESV)、约55‑100mL的

每搏输出量、约55‑70％的射血分数、约60‑100bpm的心率和/或约4.0‑8.0L/min的心输出

量。

[0098] 在其他方面，提供了一种通过向患有炎性病症的受试者施用球形高密度脂蛋白纳

米颗粒(HDL‑NP)来治疗炎性病症的方法，所述球形高密度脂蛋白纳米颗粒包括：核心和围

绕并附着于核心的壳，其中核心包含有效量的脂质缀合的有机核心支架以治疗炎性病症。

[0099] 本发明的组合物还可用于治疗炎性疾病。炎性疾病的实例包括但不限于寻常痤

疮、哮喘、自身免疫疾病(例如，急性播散性脑脊髓炎(ADEM)、艾迪生病、无丙种球蛋白血症、

斑秃、肌萎缩侧索硬化、强直性脊柱炎、抗磷脂综合征、抗合成酶综合征、特异性变态反应、

特应性皮炎、自身免疫性再生障碍性贫血、自身免疫性心肌病、自身免疫性肠病、自身免疫

性溶血性贫血、自身免疫性肝炎、自身免疫性内耳病、自身免疫性淋巴增生综合征、自身免

疫性周围神经病、自身免疫性胰腺炎、自身免疫性多内分泌腺综合征、自身免疫性黄体酮皮

炎、自身免疫性血小板减少性紫癜、自身免疫性荨麻疹、自身免疫性葡萄膜炎、Balo同心圆

硬化、白塞氏病、伯杰氏病、比克斯塔夫脑炎、Blau综合征、大疱性类天疱疮、卡斯尔曼病、乳

糜泻、恰加斯病、慢性炎性脱髓鞘性多发性神经病、慢性复发性多灶性骨髓炎、慢性阻塞性

肺病、Churg‑Strauss综合征、瘢痕性类天疱疮、Cogan综合征、冷凝集素病、补体成分2缺乏、

接触性皮炎、颅动脉炎、CREST综合征、克罗恩病、库欣综合征、皮肤白细胞破碎血管炎、Dego

病、Dercum病、疱疹样皮炎、皮肌炎、1型糖尿病、弥漫性皮肤系统性硬化症、Dressler综合

征、药源性狼疮、盘状红斑狼疮、湿疹、子宫内膜异位症、起止点炎相关性关节炎、嗜酸性粒

细胞性筋膜炎、嗜酸性粒细胞性肠胃炎、获得性大疱性表皮松解、结节性红斑、胎儿成红细

胞增多病、原发性混合性冷球蛋白血症、埃文氏综合征、进行性骨化纤维发育不良、纤维化

肺泡炎、胃炎、胃肠道类天疱疮、巨细胞动脉炎、肾小球肾炎、Goodpasture综合征、格雷夫斯

病、Guillain‑Barre综合征、桥本脑病、桥本甲状腺炎、Henoch‑Schonlein紫癜、妊娠疱疹、

化脓性汗腺炎、Hughes‑Stovin综合征、低丙种球蛋白血症、特发性炎性脱髓鞘疾病、特发性

肺纤维化、特发性血小板减少性紫癜、IgA肾病、包涵体肌炎、慢性炎性脱髓鞘性多发性神经

病、间质性膀胱炎、幼年特发性关节炎、川崎病、Lambert‑Eaton肌无力综合征、白细胞碎裂

性血管炎、扁平苔藓、硬化性苔藓、线状IgA病、红斑狼疮、Majeed综合征、Meniere'综合征、

显微镜下多血管炎、混合性结缔组织病、硬斑病、Mucha‑Habermann病、重症肌无力、肌炎、发

作性睡病、视神经脊髓炎、神经性肌强直、眼瘢痕性类天疱疮、眼阵挛性肌阵挛综合征、Ord

甲状腺炎、复发性风湿病、PANDAS、副肿瘤性小脑变性、阵发性睡眠性血红蛋白尿症、Parry 

Romberg综合征、Parsonage‑Turner综合征、睫状体扁平部炎、寻常型天疱疮、恶性贫血、静

脉周围脑脊髓炎、POEMS综合征、结节性多动脉炎、风湿性多肌痛、多肌炎、原发性胆汁性肝

硬化、原发性硬化性胆管炎、进行性炎性神经病、银屑病关节炎、坏疽性脓皮病、纯红细胞再
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生障碍、Rasmussen脑炎、雷诺现象、复发性多软骨炎、赖特氏综合征、不宁腿综合征、腹膜后

纤维化、风湿热、施尼茨勒综合征、巩膜炎、硬皮病、血清病、Sjogren综合征、脊柱关节病、僵

人综合征、亚急性细菌性心内膜炎、Susac综合征、Sweet综合征、交感神经性眼炎、Takayasu

动脉炎、颞动脉炎、血小板减少症、Tolosa‑Hunt综合征、横贯性脊髓炎、溃疡性结肠炎、未分

化结缔组织病、未分化脊柱关节病、白癜风和韦格纳氏肉芽肿病)、乳糜泻、慢性前列腺炎、

肾小球肾炎、过敏症、炎性肠病、盆腔炎、再灌注损伤、类风湿性关节炎、结节病、移植排斥、

血管炎、间质性膀胱炎和骨关节炎。

[0100] 在其他方面，本发明是一种治疗癌症的方法，包括向患有癌症的受试者施用球形

高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)，其包含：核心和围绕核心并附着于核心的壳，其中核心包

含有效量的脂质缀合的有机核心支架以治疗癌症。

[0101] 可以使用本发明的组合物治疗的其他病况包括癌症。癌症的特征通常是不受调节

的细胞生长、恶性肿瘤的形成以及对身体的附近部位的侵袭。癌症也可能通过淋巴系统或

血液扩散到身体更远的部位。癌症可能是由于烟草使用、某些感染、辐射、缺乏体力活动、肥

胖和/或环境污染物引起的基因损伤的结果。癌症也可能是由于遗传性遗传而在细胞内存

在遗传缺陷以导致疾病的结果。筛查可用于在出现任何明显症状之前发现癌症，并且可以

对处于发展癌症的较高风险的人(例如，有癌症家族史的人)进行治疗。癌症的筛查技术的

例子包括但不限于身体检查、血液或尿液检测、医学成像和/或基因测试。癌症的非限制性

实例包括：膀胱癌、乳腺癌、结直肠癌、子宫内膜癌、肾或肾细胞癌、白血病、肺癌、黑色素瘤、

非霍奇金淋巴瘤、胰腺癌、前列腺癌、卵巢癌、胃癌、消耗性疾病和甲状腺癌。

[0102] 在一些实施方案中，本文所述的纳米结构可用于治疗表达或过表达I型B类清道夫

受体(SR‑BI)的癌症。表达或过表达SR‑BI的癌症的非限制性实例包括人前列腺癌、乳腺癌

和肾细胞癌。Rajora等人Front  Pharmacol.(2016)7:326中列出了过表达SR‑BI的癌症和癌

细胞系的其他非限制性实例。如本文所述，术语“过表达”或“增加的表达”是指在给定细胞、

细胞类型或细胞状态中与参考细胞例如非癌细胞或不过表达SR‑BI的癌细胞相比，给定基

因产物的增加的表达水平。在一些实施方案中，癌细胞表达任何水平的SR‑BI。

[0103] 纳米结构也可用于治疗和预防自身免疫疾病或病症。自身免疫性疾病或病症是一

类疾病，其中受试者自身的抗体与宿主组织发生反应，或者其中免疫效应T细胞对内源性自

身肽具有自身反应性并导致组织破坏。因此，针对受试者自身的抗原(称为自身抗原)产生

免疫反应。自身免疫性疾病或病症包括但不限于类风湿性关节炎、克罗恩病、多发性硬化

症、系统性红斑狼疮(SLE)、自身免疫性脑脊髓炎、重症肌无力(MG)、桥本氏甲状腺炎、古德

帕斯彻氏综合征、天疱疮(例如，寻常天疱疮)、格雷夫氏病、自身免疫性溶血性贫血、自身免

疫性血小板减少性紫癜、具有抗胶原抗体的硬皮病、混合性结缔组织病、多发性肌炎、恶性

贫血、特发性Addison病、自身免疫相关性不孕症、肾小球肾炎(例如,新月体肾炎、增殖性肾

小球肾炎)、大疱性类天疱疮、干燥综合征、胰岛素抵抗和自身免疫性糖尿病。

[0104] 含有有效量的组合物可用于预防性或治疗性治疗。在预防性应用中，可将组合物

施用于具有对与胆固醇水平升高相关的疾病、心血管疾病、过度增殖性疾病(例如，癌症)、

炎性疾病、血脂异常和其他与胆固醇有关的病理病况的发展的临床确定的易感性或增加的

易感性的患者。本发明的组合物可以以足以延迟、减少或优选预防临床疾病的发作的量施

用至患者(例如人)。在治疗应用中，以足以治愈或至少部分地阻止病况及其并发症的症状
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的量向已经患有心血管疾病、过度增殖性疾病(例如癌症)、炎性疾病和其他与胆固醇相关

的病理状况的患者(例如人)施用组合物。足以实现该目的的量被定义为“治疗有效剂量”，

即足以显著改善与疾病或医学病况相关的某些症状的化合物的量。治疗有效量的药剂或组

合物不需要治愈疾病或病况，但将提供对疾病或病况的治疗，使得疾病或病况的发作被延

迟、阻碍或预防，或疾病或病况症状得到改善，或疾病或病况的期限发生变化或例如严重程

度降低，或个体中的恢复加快。

[0105] 在一方面，本公开内容涉及降低NF‑kB活性的方法，包括向受试者施用有效量的包

含本公开内容的任何球形HDL‑NP的组合物。

[0106] 如本文所用，“受试者”或“患者”是指任何哺乳动物(例如，人)。受试者或患者的实

例包括人、非人灵长类动物、牛、马、猪、绵羊、山羊、狗、猫或啮齿动物，例如小鼠、大鼠、仓鼠

或天竺鼠。一般而言，本发明涉及人的使用。

[0107] 在一些实施方案中，本公开内容的HDL样纳米颗粒在药物组合物中。这些“药物组

合物”或“药学上可接受的”组合物可包含与一种或多种药学上可接受的载体、添加剂和/或

稀释剂一起配制的治疗有效量的本文所述的一种或多种结构。本文所述的药物组合物可用

于治疗败血症或其他相关疾病。应当理解，本文所述的任何合适的结构均可用于此类药物

组合物，包括结合附图所述的那些。

[0108] 药物组合物可以特别配制用于以固体或液体形式施用，包括适用于以下的那些：

口服施用，例如浸剂(水溶液或非水溶液或混悬液)，片剂，例如靶向口腔、舌下和全身吸收

的那些，用于舌部应用的丸剂、粉剂、颗粒剂、糊剂；肠胃外施用，例如通过皮下、肌内、静脉

内或硬膜外注射，例如作为无菌溶液或混悬液或缓释制剂；局部应用，例如，作为应用于皮

肤、肺或口腔的霜剂、软膏剂或控释贴剂或喷雾剂；阴道内或直肠内，例如作为子宫托、霜剂

或泡沫；舌下；经眼；透皮；或鼻腔、肺部和施用到其他粘膜表面。

[0109] 本文所用短语“药学上可接受的”是指在合理的医学判断范围内适用于与人和动

物的组织接触而与合理的收益/风险比相称地没有过度毒性、刺激、过敏反应或其他问题或

并发症的那些结构、材料、组合物和/或剂型。

[0110] 本文使用的短语“药学上可接受的载体”是指参与将主题化合物从身体的一个器

官或部分携带或运输到身体的另一个器官或部分的药学上可接受的材料、组合物或媒介

物，例如液体或固体填充剂、稀释剂、赋形剂或溶剂包封材料。在与制剂的其他成分相容并

且对患者无害的意义上，每种载体必须是“可接受的”。可用作药学上可接受的载体的材料

的一些实例包括：糖类，例如乳糖、葡萄糖和蔗糖；淀粉，例如玉米淀粉和马铃薯淀粉；纤维

素及其衍生物，例如羧甲基纤维素钠、乙基纤维素和醋酸纤维素；黄蓍胶粉；麦芽；明胶；滑

石；赋形剂，例如可可脂和栓剂蜡；油类，例如花生油、棉籽油、红花油、芝麻油、橄榄油、玉米

油和豆油；乙二醇，例如丙二醇；多元醇，例如甘油、山梨糖醇、甘露糖醇和聚乙二醇；酯类，

例如油酸乙酯和月桂酸乙酯；琼脂；缓冲剂，例如氢氧化镁和氢氧化铝；海藻酸；无热原水；

等渗盐水；Ringer溶液；乙醇；pH缓冲溶液；聚酯、聚碳酸酯和/或聚酐；和其他用于药物制剂

的无毒相容物质。

[0111] 润湿剂、乳化剂和润滑剂，例如十二烷基硫酸钠和硬脂酸镁，以及着色剂、脱模剂、

涂层剂、甜味剂、调味剂和加香剂、防腐剂和抗氧化剂也可以存在于组合物中。

[0112] 药学上可接受的抗氧化剂的例子包括：水溶性抗氧化剂，例如抗坏血酸、半胱氨酸
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盐酸盐、硫酸氢钠、焦亚硫酸钠、亚硫酸钠等；油溶性抗氧化剂，例如抗坏血酸棕榈酸酯、丁

基羟基茴香醚(BHA)、丁基羟基甲苯(BHT)、卵磷脂、没食子酸丙酯、α‑生育酚等；和金属螯合

剂，例如柠檬酸、乙二胺四乙酸(EDTA)、山梨糖醇、酒石酸、磷酸等。

[0113] 本文所述的结构可以口服施用、肠胃外施用、皮下施用和/或静脉内施用。在某些

实施方案中，结构或药物制剂经口施用。在其他实施方案中，静脉内施用该结构或药物制

剂。替代的施用途径包括舌下、肌内和透皮施用。

[0114] 在一个方面，本公开内容涉及一种制备球形高密度脂蛋白纳米颗粒(HDL‑NP)的方

法，包括制备单链DNA‑磷脂缀合物(ssDNA‑PL)、制备四面体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)，其

中ssDNA‑PL和SMDH4具有互补的DNA序列，孵育ssDNA‑PL和SMDH4，使得互补DNA序列碱基配对

形成DNA‑PL核心，并将磷脂脂质体和载脂蛋白添加至DNA‑PL核心以产生球形HDL‑NP。

[0115] 在一些实施方案中，ssDNA‑PL包含至少9个核苷酸的寡核苷酸。在一些实施方案

中，寡核苷酸的长度为6‑16个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID  NO：1。在一

些实施方案中，寡核苷酸的长度为18个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID 

NO:2。

[0116] 在一些实施方案中，SMDH4包含至少9个核苷酸的寡核苷酸。在一些实施方案中，寡

核苷酸的长度为9‑15个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID  NO：3。在一些实

施方案中，寡核苷酸的长度为18个核苷酸。在一些实施方案中，寡核苷酸包含SEQ  ID  NO:4。

[0117] 在一些实施方案中，本文公开的任何方法的载脂蛋白是载脂蛋白A‑I。

[0118] 无需进一步描述，据信本领域技术人员基于以上描述可以最大限度地利用本发

明。因此，以下特定实施方案应被解释为仅是举例说明性的，而不以任何方式限制本公开内

容的其余部分。出于本文引用的目的或主题，本文引用的所有出版物通过引用并入。

实施例

[0119] 如本文别处所述，DNA‑PL4核心以两步方式合成(参见本文合成部分)。首先，合成

了DNA‑磷脂缀合物(ssDNA‑PL)和四面体小分子‑DNA杂合体(SMDH4)(表2)。其次，将具有互

补碱基配对序列的ssDNA‑PL和SMDH4杂交以产生最终的DNA‑PL4核心(图2B和图6‑9)。

[0120] 使用产生的核心支架，执行和优化了LC  HDL  NP的组装。通过在磷酸盐缓冲盐水

(PBS：10mM  Na2HPO4和137mM  NaCl；pH＝7.4)中重新悬浮薄膜(1mM  DPPC)，然后超声处理，

来从1,2‑二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)制备脂质体。然后将PL4核心支架制备为薄膜，同时改

善的水溶性使得能够使用已经在水性缓冲液中的DNA‑PL4核心支架开始。然后将其他NP成

分添加到核心支架中：首先是DPPC脂质体，其次是apoA‑1，其各自预先悬浮在PBS中。将混合

物进行三轮超声处理，使其在冰上松弛，然后过滤并使用50kDa  MWCO离心柱浓缩，交替进行

台式离心以去除聚集体(图2C)。

[0121] 对于使用PL4和9‑DNA‑PL4支架的颗粒组装体通过透射电子显微镜(TEM)观察到超

结构的高单分散纳米颗粒(PL4  HDL  NP直径：10±2nm，9‑DNA‑PL4  HDL  NP直径：9±2nm)(图

2G和图13)。值得注意的是，颗粒的形态不是未成熟盘状HDL或rHDL(两者都表现出堆叠磷脂

盘的标志性钱串形成17,22‑23)的特征。相反，颗粒呈现大致球形，具有外围环形低密度区域。

动态光散射实验揭示了类似于人HDL的流体动力学直径(对于PL4  HDL  NP和9‑DNA‑PL4  HDL 

NP，分别地DH＝13.8±3.9和13.3±4.6nm)(表3)。尺寸排阻色谱(SEC)显示对于9‑DNA‑PL4 
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HDL  NP和PL4  HDL  NP分别8.22和8.58‑8.88mL的峰保留体积。LC  HDL  NP的SEC痕迹还显示

与少量游离apoA‑I(10.13mL保留体积)一致的右侧尾部，这也在人HDL对照中观察到。虽然

PL4和9‑DNA‑PL4支架成功地产生了低于20nm的颗粒，但在添加DPPC和apoA‑1后，使用18‑

DNA‑PL4支架的组装体作为大泡状结构持续存在(图13)。在本文中，假设这是apoA‑1组装的

杂合体尺寸过大导致的。有趣的是，9‑DNA‑PL4  HDL  NP并不明显大于PL4  HDL  NP。该结果与

使用18‑DNA‑PL4的组装的缺乏相结合，表明LC  HDL  NP粒径可能主要由apoA‑1蛋白质折叠

决定，而与低于给定阈值的核心尺寸无关。由于LC  HDL  NP是使用9‑DNA‑PL4而不是18‑DNA‑

PL4实现的，因此所有图和其余文本都将使用9‑DNA‑PL4支架形成的颗粒简单地称为DNA‑PL4 

HDL  NP。

[0122] 为了在apoA‑1蛋白质构象方面表征LC  HDL  NP结构，对LC  HDL  NP、apoA‑1、从人血

清中分离的HDL2和HDL3、以及无机模板HDL样纳米颗粒(Au  HDL  NP)进行圆二色谱分析。二级

结构分析使用三个不同的参考蛋白质数据库进行。令人惊讶的是，发现PL4  HDL  NP和DNA‑

PL4  HDL  NP在二级结构中与人HDL非常相似，而相比之下Au  HDL  NP表现出过多的α螺旋性

和显著较少的β折叠和转角含量(表1)(图2E)。为了进一步表征LC  HDL  NP结构，通过将LC 

HDL  NP与双磺基琥珀酰亚胺辛二酸酯交联，然后进行免疫印迹来研究apoA‑1的寡聚化状

态18。发现ApoA‑1与LC核心的相互作用诱导稳定的寡聚体形成(图16)。此外，LC  HDL  NP的表

面zeta电位比单独的apoA‑1(‑10±3mV)或没有核心支架的apoA‑1和DPPC(‑12±2mV)更负

(PL4：‑21±2mV，DNA‑PL4：‑19±1mV)，但与人HDL2(‑19±2mV)和HDL3(‑21±5mV)一致。这些

结果与寡聚反应一致，因为apoA‑1寡聚物是高度带负电荷的。最后，确定了LC  HDL  NP的组

成，并将它们与Au  HDL  NP和人HDL的组成进行了比较。发现LC  HDL  NP在每个组分的相对质

量贡献方面与HDL2和HDL3非常相似，除了LC  HDL  NP不包含胆固醇或胆固醇酯(图2D；表4)。

[0123] 进行了补充生物测定以研究LC  HDL  NP是否可以概括显著的HDL功能。HDL模拟的

关键特性是从脂质负载的巨噬细胞中排出胆固醇的能力。LC  HDL  NP的流出效率使用体外

放射性标记的胆固醇流出测定(参见寡聚化测定部分)进行检查24。简而言之，J774巨噬细胞

装载有氚标记的胆固醇(H3‑chol)，与cAMP一起培养以上调胆固醇流出受体，然后用纳米颗

粒或对照处理4小时。对培养基上清液进行液体闪烁计数以定量流出的H3‑chol的百分比。

PL4  HDL  NP和DNA‑PL4  HDL  NP均以剂量依赖性方式促进强健的胆固醇流出(PL4：6.2±

0.7％，DNA‑PL4：6.5±0.2％；100nM蛋白质)，而使用核心支架和单独的脂质的对照组表现

出最小的流出能力(图3A)。

[0124] 除了流出外，胆固醇输送是由成熟的HDL在天然环境中执行的专门功能。为了评估

LC  HDL  NP作为胆固醇递送剂的功效，培养的肝细胞(HepG2)以荧光胆固醇(NBD‑chol)和LC 

HDL  NP或对照共同处理，随后进行处理以用于流式细胞术或共聚焦显微术。LC  HDL  NP仅在

30分钟内促进NBD‑chol的有效递送(图4)，PL4  HDL  NP处理的细胞中的23％为NBD阳性，而

相比之下Au  HDL  NP和apoA‑1分别为5.7％和6.8％。

[0125] 然后设计了一项实验，以在单个测定中模拟整个反向胆固醇转运过程。这是通过

执行标准放射性标记流出测定，然后是流入步骤来实现的，由此将条件流出培养基引入

HepG2细胞并允许流入再进行4小时。然后对来自巨噬细胞、肝细胞和培养基上清液的所有

三个级分进行液体闪烁计数。本文的结果(图3B‑3C)表明，与apoA‑1(**p<0.01)和Au  HDL 

NP(*＊*p<0.001)相比，LC  HDL  NP表现出优异的胆固醇转运能力。总体上，此测定证明不仅
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LC  HDL  NP能够实现强大的胆固醇流出和递送，而且单个颗粒队列可以通过以动态方式加

载和卸载胆固醇来顺序执行这些功能。

[0126] 材料和仪器

[0127] 除非另有说明，所有试剂和试剂级溶剂均购自Sigma‑Aldrich(Milwaukee,WI)并

按原样使用。所有脂质(1,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛基(DBCO  PE)

和1,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DPPC))和荧光胆固醇(22‑(N‑(7‑硝基苯‑2‑氧杂‑

1 ,3‑重氮‑4‑基)氨基)‑23 ,24‑Bisnor‑5‑Cholen‑3β‑Ol((NBD)‑胆固醇))获自Avanti 

Polar  Lipids(Alabaster,AL)。ApoA‑I蛋白获自MyBioSource(San  Diego,CA)。所有化学品

均在未经进一步纯化的情况下使用。从Millipore系统(Milli‑Q  Biocel)获得超纯去离子

(DI)H2O(18.2MΩ·cm电阻率)。四(4‑叠氮苯基)甲烷1和脂质亚磷酰胺2根据先前公布的程

序合成。

[0128] 己炔基官能化DNA链和DNA‑脂质缀合物的合成在Expedite8909核酸系统上进行。

DNA产物分别在配备反相(RP)半制备型(Dynamax ,250×10mm ,Microsorb /10μm/

C18,Agilent#R083213C10)和分析型(Dynamax,100×4.6mm,Microsorb /3μm/C18,

Agilent#R0080200E3)柱子的Agilent  1100HPLC上纯化和分析。在Thermomixer  R  5355

(Eppendorf  AG  North  America,Hauppauge,NY)仪器中进行己炔基官能化DNA与四(4‑叠氮

苯基)甲烷的偶联。DNA材料的吸收光谱在Varian  Cary  300Bio  UV‑vis分光光度计

(Varian,Inc.,Palo  Alto,CA)上使用掩膜石英池记录(路径长度＝10mm，目录号#29B‑Q‑

10‑MS，Starna  cells  Inc.,Atascadero,CA)。使用在120kV下运行的FEI  Tecnai  Spirit 

TEM，使用300目碳涂覆的铜网格(Electron  Microscopy  Services)获得负染色透射电子显

微镜(TEM)图像。使用Nikon  A1R光谱显微镜进行共聚焦成像。使用BD  LSRFortessa细胞分

析仪进行流式细胞术。在Bruker  AutoFlex  III  MALDI‑ToF质谱仪(Bruker  Daltonics ,

Billerica,MA)上使用线性模式收集基质辅助激光解吸/电离飞行时间(MALDI‑ToF)质谱数

据作为负离子。该仪器配备了以30‑40％的功率运行的SmartbeamTM激光技术，使用10Hz的采

样速度。对于每个质谱，平均一千次扫描。来自Agilent  HPLC和Bruker  MALDI‑ToF仪器的数

据使用MestreNova软件版本8.1.1‑11591进行处理。

[0129] 合成

[0130] a.DNA‑PL4核心的合成。

[0131] a‑1.9‑SMDH4和18‑SMDH4的合成和纯化

[0132] 具有9‑和18‑merDNA臂(分别为9‑SMDH4(SEQ  ID  NO：1)和18‑SMDH4(SEQ  ID  NO：2))

的小分子DNA杂合体(SMDH)根据先前公布的程序3进行合成和纯化并且本研究中使用的DNA

序列列于表2中。为了鉴定在SMDH制备中形成的不同产物，首先使用分析型RP‑HPLC柱和从

95:5v/v  0.1M  TEAA(aq):MeCN(TEAA(aq)＝三乙基醋酸铵，水溶液)开始并在35分钟内增加

到60:40v/v  0.1M  TEAA(aq):MeCN(以+1vol％MeCN/min的斜率)的梯度方法分析收集的粗

SMDH样品的等分试样(参见本文的材料和仪器部分)，流速为1mL/min。然后，使用半制备型

RP‑HPLC柱(参见本文的材料和仪器部分)和从95:5v/v  0.1M  TEAA(aq):MeCN开始并在70分

钟内增加到60:40v/v  0.1M  TEAA(aq):MeCN(以+0.5vol％MeCN/min的斜率，此处使用较慢

的梯度以确保峰的充分分离)的梯度方法对整个样品进行纯化，流速为3mL/min。收集的

SMDH4产物的身份通过MALDI‑ToF  MS分析(图6‑7中的插图)确认，并使用分析型RP‑HPLC(图
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6‑7)利用上述分析型RP‑HPLC溶剂程序重新评估其纯度。

[0133] a‑2.DNA‑磷脂缀合物的固相合成和纯化

[0134] 使用附着至表面的含有1μmol腺嘌呤(Glen  Research ,dA‑CPG#20‑2001‑10 ,(

28μmol/g))或胸腺嘧啶(Glen  Research,dT‑CPG#20‑2031‑10( 27μmol/

g))的可控孔玻璃(CPG)珠从3’方向进行合成。将CPG珠置于1μmol合成柱中并随后使用标准

1μmol方案在Expedite  8909合成仪上添加3'‑亚磷酰胺(Glen  Research，dA‑CE亚磷酰胺#

10‑1000‑C5，Ac‑dC‑CE亚磷酰胺#10‑1015‑C5，dmf‑dG‑CE亚磷酰胺#10‑1029‑C5，dT‑CE亚磷

酰胺#10‑1030‑C5)以制备CPG‑3'‑ssDNA(序列参见表2)。将脂质亚磷酰胺添加到ssDNA链的

5'末端，然后用干燥的氮气流将珠子干燥并放入含有新鲜AMA水溶液(30重量％氢氧化铵水

溶液和40重量％甲胺水溶液的1mL的1:1v/v混合物)的小瓶中。然后将小瓶加盖并在65℃加

热15分钟以从固体支持物裂解DNA‑脂质缀合物。然后通过将干燥氮气流通过小瓶内容物直

到特征性氨气味消失来去除氨和甲胺副产物。通过移液管收集含有粗制DNA‑脂质缀合物的

剩余液体，并用超纯去离子水(200μL)进一步提取剩余的珠子。将提取物与粗制DNA‑脂质缀

合物的初始溶液(最终提供0 .4mL的总体积)合并，并通过0 .45μm尼龙注射器过滤器(

13mm注射器过滤器#PN4426T)过滤。将收集的粗产物样品经受使用分析型RP‑

HPLC(图8‑9)和以95:5v/v  0.1M  TEAA(aq):MeCN(TEAA(aq)＝三乙基乙酸铵，水溶液)开始

并在50分钟内增加到100％MeCN(以+1.9vol％MeCN/min的斜率)的梯度方法的纯化，流速为

1mL/min。通过MALDI‑ToF分析(图8‑9中的插图)确认收集的产物的身份，并通过变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳(PAGE)(图9)验证其纯度。

[0135] a‑3.DNA‑磷脂缀合物和SMDH4的组装

[0136] 将所制备的SMDH4及其互补DNA‑脂质缀合物在TAMg缓冲溶液(40mM  Tris、20mM乙

酸和7.5mM  MgCl2；pH7.4)中的等摩尔混合物加入0.5mL  Eppendorf管中。然后将所得溶液

在加热块(Thermomixer  R；Eppendorf，Hauppauge，NY)中加热至90℃，并在那里保持5分钟

以去除所有初始DNA相互作用。然后关闭加热块的电源以允许溶液在3小时内缓慢冷却至rt

(有关该设备的典型冷却特征谱，请参见Yildirim,I.；Eryazici,I.；Nguyen,S.T.；Schatz,

G.C.J.Phys.Chem.B  2014,118,2366‑2376的补充信息中的图S16)。

[0137] b.PL4核心的合成。

[0138] b‑1.四(4‑叠氮苯基)甲烷的合成

[0139] 四(4‑叠氮苯基)甲烷是根据先前公布的程序合成的1。

[0140] b‑2.DBCO  PE与四(4‑叠氮苯基)甲烷的缀合

[0141] PL4核心材料是通过1 ,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺‑N‑二苯并环辛基

(DBCO  PE)与四面体小分子核心(四(4‑叠氮苯基)甲烷)的无铜点击化学缀合合成的(图

11)。在典型的点击化学反应中，DBCO  PE和四(4‑叠氮苯基)甲烷各自以0.1wt％溶解在N,N‑

二甲基甲酰胺(DMF)(Sigma  Aldrich)中，并以DBCO  PE与四(4‑叠氮苯基)甲烷的10:1摩尔

比在DMF中混合。将反应混合物进行三轮交替涡旋和水浴超声处理，然后允许在涡旋下在室

温反应24小时。然后使用电喷雾电离质谱来表征所得产物(图12)。

[0142] c.LC  HDL  NP组装

[0143] 通过首先制备1,2‑二棕榈酰‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DPPC)脂质体来进行纳米颗粒

组装。将DPPC以0.1wt％溶解在5mL玻璃小瓶中的氯仿中。然后通过用N2气体蒸发溶剂产生
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薄膜。该膜在干燥器中在减压下进一步干燥>2小时。然后通过在交替水浴超声处理和涡旋

的情况下以1mM的DPPC浓度将薄膜重新悬浮在磷酸缓冲盐水(PBS：10mM磷酸盐和137mM 

NaCl，pH＝7.4)中来产生脂质体。对于PL4  HDL  NP，PL4核心支架是通过以与上文对于DPPC所

述的相同方式从DMF中的0.1wt％溶液生成薄膜来制备的。对于DNA‑PL4  HDL  NP，由于寡核

苷酸提高了核心的水溶性，核心支架开始于TAMg缓冲溶液(40mM  Tris、20mM乙酸和7.5mM 

MgCl2；pH＝7.4)中。为了启动颗粒组装，随后将非支架纳米颗粒组分依次添加到核心支架

中。在典型的组装中，将40nmol的DPPC添加到2nmol脂质缀合物核心支架(PL4或DNA‑PL4)中，

然后添加4nmol的apoA‑1，其中DPPC和apoA‑1都预悬浮在PBS中。然后将悬浮液在PBS中稀释

至PBS中10uM的最终核心浓度。悬浮液经受三轮交替水浴超声处理(90秒开启，30秒关闭)和

涡旋，并允许在冰上松弛>30分钟。然后使用0.5mL  50kDa  MWCO离心柱(MilliPore)过滤和

浓缩颗粒。柱子首先在PBS中以10,000xg在4℃冲洗10分钟，然后在相同条件下对颗粒进行

三轮旋转过滤。每次旋转后将500ul  PBS添加到柱子中，使得每个颗粒悬浮液的溶剂在旋转

过滤后都是PBS，其中对于DNA‑PL4  HDL  NP从溶液中去除TAMg缓冲液。每轮过滤后，通过桌

面离心将颗粒离心以去除任何聚集体。最后一轮过滤后，将少量浓缩颗粒(～20uL)在PBS中

稀释至100‑200ul，并通过二辛可宁酸测定(BCA)确定蛋白质浓度，其中在与BCA试剂在37℃

孵育30分钟后在562nm处进行吸光度的光谱测量。然后将颗粒立即使用或放置在4℃以用于

短期储存。

[0144] d.用于TEM的对照的制备

[0145] 制备对照样品以研究LC  HDL  NP组装过程及其对脂质缀合的核心支架和apoA‑1的

依赖性。核心+支架无apoA‑1对照是通过如上所述制备DPPC脂质体来制备的(参见本文的合

成部分)。然后将DPPC脂质体以与LC  HDL  NP中相同的浓度和摩尔比添加到核心支架中，其

中PL4支架薄膜化和DNA‑PL4支架在水性缓冲液(PBS)中。然后将混合物进行三轮交替超声处

理和涡旋，并过滤和如上所述通过50kDa  MWCO离心柱浓缩。apoA‑1和DPPC单独对照在没有

核心支架的情况下以相同的方式组装。

[0146] 负染色透射电子显微术

[0147] 对于网格制备，样品在PBS中以1‑2μM蛋白质的浓度制备，在经过紫外线处理的碳

涂覆的铜300目网格(Electron  Microscopy  Services)上滴铸，并在化学通风橱中风干。网

格用PBS洗涤两次，用2％乙酸双氧铀染色两次，持续20秒，然后用PBS洗涤3次并在成像前风

干。使用在80kV下运行的FEI  Tecnai  Spirit  TEM进行成像。

[0148] 圆二色谱

[0149] 圆二色谱使用JASCO  J‑815CD光谱仪进行。所有样品均在蒸馏水中稀释至75ug/mL

蛋白质。光谱来源于单个样品的三个累积。二级结构数据是使用运行分析算法CONTIN的

CDPro软件包获得的。使用不同的可溶性蛋白质参考集进行了三种不同的分析。表1中报告

的值反映了这三种分析的平均值±SEM结果。

[0150] 组成表征

[0151] a.蛋白质定量。为了定量纳米颗粒和天然HDL的蛋白质含量，我们按照制造商的说

明使用了市售的二辛可宁酸(BCA)测定(Thermo  Fisher)。简而言之，我们通过使用BCA试剂

溶液在96孔板中将牛血清白蛋白(BSA)样品从0.125‑2mg/mL稀释到每孔80μl的最终体积来

生成蛋白质标准曲线。纳米颗粒样品以同样的方式稀释；标准品和样品稀释40倍。标准品一

说　明　书 18/26 页

22

CN 113613635 A

22



式两份铺板，和样品一式三份铺板。将板子在37℃孵育30分钟，然后使用Synergy读板器测

量562nm处的吸光度。

[0152] b.磷脂定量。根据制造商的说明，使用比色磷脂测定试剂盒(Sigma‑Aldrich)定量

纳米颗粒和天然HDL的磷脂含量。简而言之，通过连续稀释制备从15μM至200μM的磷脂标准

曲线。样品在PBS中连续稀释以获得标准曲线范围内的一种或多种稀释度。然后将样品和标

准品与酶反应混合物在室温孵育30分钟，然后使用Synergy读板器测定572nm处的吸光度。

[0153] c.胆固醇、胆固醇酯和核心定量。根据制造商的说明，使用Amplex  Red胆固醇测定

(Thermo  Fisher)测定胆固醇和胆固醇酯浓度。简而言之，在试剂盒提供的水性缓冲液中制

备从8ug/mL至125ng/mL的胆固醇标准曲线。两组样品一式三份制备并稀释到1x反应缓冲液

中。然后制备含有过氧化氢、试卤灵和辣根过氧化物酶、胆固醇氧化酶的两种反应混合物，

其中有或没有胆固醇酯酶以实现游离胆固醇和胆固醇酯的定量。然后将一组样品与含有胆

固醇酯酶的反应混合物一起孵育，另一组样品与不含胆固醇酯酶的反应混合物一起孵育。

然后将微孔板在37℃孵育1小时或直到荧光信号开始下降。DNA‑PL4  HDL  NP的核心浓度是

通过UV‑Vis光谱法测量260nm处的吸光度来确定的。由于无法直接确定PL4核心浓度，因此

使用对于DNA‑PL4颗粒获得的实验确定的核心:蛋白质摩尔比来估计核心浓度。值得注意的

是，这种近似假设PL4  HDL  NP和DNA‑PL4  HDL  NP的每个颗粒的apoA‑1分子的相同平均拷贝

数，考虑到TEM观察到的相似粒径，这可能是一个非常近似的值。Au  HDL  NP的组成报告自先

前发表的工作4。

[0154] 寡聚化测定。

[0155] a.交联颗粒和蛋白质样品的制备。在通过免疫印迹检测之前，交联剂双[磺基琥珀

酰亚胺]辛二酸盐(BS3)(Sigma  Aldrich)用于在组装时稳定LC  HDL  NP中apoA‑1的任何高

级寡聚化状态。这里使用的方法改编自先前报告的方案4。LC  HDL  NP如上文所述制备并在

PBS中稀释至50μg/mL蛋白质。然后将BS3交联剂添加到LC  HDL  NP，使最终BS3浓度为2.5mM，

并使反应在室温进行30分钟。为了产生apoA‑1寡聚体阶梯，无脂纯apoA‑1(MyBioSource)在

PBS中透析，然后在升高的蛋白质浓度(500μg/mL)下与BS3(0.25mM)在室温交联4小时。0.5M 

Tris碱用于终止交联反应(最终浓度为45mM)。

[0156] b.apoA‑1免疫印迹。BioRad装置用于凝胶电泳和蛋白质转移。使用预制4‑20％聚

丙烯酰胺凝胶(MiniProtean  TGX，BioRad)用于分离。使用含有20vol％甲醇的Tris‑甘氨酸

缓冲液将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上。PVDF膜然后在TBS中漂洗并在室温在

5wt％脱脂奶粉中封闭1小时。将一抗(兔抗apoAI，Abcam)以在5wt％脱脂奶粉中的1:1000稀

释添加至膜，并在4℃孵育过夜。然后将膜在TBS‑Tween(0.1％)中洗涤3次，每次10分钟。然

后将二抗(山羊抗兔HRP，BioRad)以在5wt％脱脂奶粉中的1:2000稀释添加。然后将膜在

TBS‑Tween中洗涤3次，每次10分钟，然后在电化学发光底物溶液中浸泡1分钟，并曝光至放

射自显影胶片持续10‑90秒以获得最佳曝光时间并显影(图16)。

[0157] 放射性标记测定。

[0158] a.流出测定：对于流出实验，我们使用了现场的金标准测定法，即来自J774巨噬细

胞的氚标记胆固醇(H3‑chol)的流出。将J774巨噬细胞培养至少两代，随后在第1天以每孔

150,000个细胞接种在RPMI、10％胎牛血清(FBS)、1％青霉素‑链霉素(PenStrep)中的24孔

板中。H3‑chol的乙醇原液在无菌条件下处理。蒸发H3‑chol原液，重新溶解在1mL乙醇中，并

说　明　书 19/26 页

23

CN 113613635 A

23



在37℃孵育60分钟。然后再次蒸发溶液并重新溶解在50μL乙醇中，并在37℃孵育30分钟。然

后将热灭活的FBS(Corning，NY)添加到H3‑chol溶液中，并在4℃孵育过夜。在第2天，将含有

1％PenStep和2μg/mL  Sandoz(Sigma‑Aldrich,St.Louis,MO)的无血清RPMI添加到含有H3‑

chol的FBS中，以产生RPMI中的2uCi/mL  H3
‑chol、5vol％FBS的最终标记培养基。注意，

Sandoz是一种用于防止H3‑chol的酯化的ACAT抑制剂。从24孔板中吸出培养基并加入500μL 

H3‑chol标记培养基(每孔1uCi)。标记允许进行24小时。在第3天，去除标记培养基，用MEM、

25μM  HEPES洗涤细胞两次，并添加上调培养基(RPMI、1％PenStrep、300μM  cAMP、2μg/mL 

Sandoz、1％BSA)以上调经典胆固醇流出受体ABCA1。(注意：对于cAMP(‑)流出测定(图4D)，

加入不含cAMP的该培养基以研究SR‑B1依赖性流出。)在添加流出培养基之前允许上调进行

24小时。在无血清培养基(MEM，25μM  HEPES，1％PenStrep)中制备含有纳米颗粒和对照的流

出样品，以减少血清胆固醇载体的非特异性H3‑chol流出。根据治疗方案，将细胞在MEM、25μ

M  HEPES中洗涤两次，并将流出培养基添加到每个孔中。允许流出进行4小时。然后移除流出

培养基，将其真空过滤，并添加到3mL  UltimaGold闪烁液中用于闪烁计数。将H3‑chol加载

的巨噬细胞的单独的一式三份队列洗涤、风干并在室温在异丙醇中孵育以提取H3‑chol作

为在流出开始时t＝0时总胆固醇的量度。PBS处理的对照组被用作基线，然后从实验组中减

去对于这些样品获得的计数以获得基线校正的计数。然后将流出百分比计算为流出培养基

的基线校正计数与t＝0巨噬细胞计数的比率，指示在4小时治疗过程中不仅仅是由于扩散

从细胞中去除的H3‑chol的分数。

[0159] b.串联流出‑流入测定：对于流出‑流入实验，与上述相同地进行流出。在第3天，将

肝细胞(HepG2细胞)以100,000个细胞/孔在DMEM、10％FBS、1％PenStrep中接种于24孔板

中。在第4天，在流出4小时后立即将HepG2细胞在无血清MEM、25μM  HEPES中洗涤两次并将来

自J774巨噬细胞的流出培养基去除和直接添加到HepG2细胞中。在收获前允许流入进行4小

时。然后收集流入培养基上清液并按照与上述流出培养基相同的方式进行处理。然后通过

在室温在500μL异丙醇中孵育4小时从HepG2细胞中提取H3‑chol，将其密封在石蜡膜中。然

后收集含H3‑chol的异丙醇、将其蒸发并重新溶解在二甲苯中，随后加入UltimaGold用于闪

烁计数。

[0160] NBD‑胆固醇递送实验

[0161] a.共聚焦显微术。HepG2细胞在含有10％FBS和1％PenStrep的Dulbecco改良Eagle

培养基(DMEM)中培养。处理前一天，将细胞以100,000个细胞/孔接种在24孔板中的玻璃盖

玻片顶部。在处理当天，将细胞用PBS洗涤3次，然后根据处理方案使用或不使用递送剂将含

有5ug/mL  NBD‑胆固醇的新鲜培养基加入到每个孔中。当将细胞固定并准备用于共聚焦显

微术时，允许摄取进行30分钟。细胞在4％PFA中在室温固定10分钟。然后将细胞在PBS中洗

涤3次，用DAPI (在PBS中的300nM)染色5分钟，然后在PBS中再洗涤两次。然后使用

Fluoromount  G安装介质将盖玻片安装在载玻片上，并在成像前允许在室温密封至少24小

时。共聚焦显微术使用Nikon  A1R  Spectral进行，图像处理使用Nikon  Elements和Fiji软

件进行。

[0162] b.流式细胞术。在处理前一天，将HepG2细胞以200,000个细胞/孔接种在24孔板

中。在处理当天，将细胞用PBS洗涤3次，然后根据处理方案使用或不使用递送剂将含有5ug/

mL  NBD‑胆固醇的新鲜培养基加入到每个孔中。在收获前允许摄取进行30分钟。然后用胰蛋
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白酶消化细胞，在含血清的培养基中中和，并以300xg离心6分钟以沉淀细胞。将细胞重悬于

含有2％牛血清白蛋白(BSA)的PBS中，然后使用BD  LSRFortessa细胞分析仪(BD 

Biosciences)进行流式细胞术。使用FlowJo软件进行分析。在NBD‑chol阳性的定量之前，对

事件进行门控以排除细胞碎片和聚集体。

[0163] 卵磷脂胆固醇酰基转移酶(LCAT)活性测定

[0164] 将悬浮在PBS中的LC  HDL  NP和Au  HDL  NP(250nM)与PBS中的LCAT(10nM)和游离胆

固醇(100μg/mL)在以300rpm摇动的ThermoMixer中在37℃孵育15小时。然后将样品通过

50kDa离心柱以10 ,000g离心3次持续10分钟以去除多余的未结合胆固醇。然后在使用

Amplex  Red胆固醇测定(Thermo  Fisher)进行定量之前，将样品在1×反应缓冲液中稀释

100倍。Amplex  Red胆固醇测定按照制造商的说明进行。简而言之，通过在试剂盒提供的水

性缓冲液中将胆固醇从8ug/mL连续稀释到125ng/mL并将50ul添加到96孔黑底微孔板中来

制备胆固醇标准曲线。还向微孔板的每个孔中一式三份添加50μl样品。制备了两组Amplex 

Red反应混合物，含有和不含胆固醇酯酶。然后将50μl  Amplex  Red反应混合物加入每个孔

中。微孔板在37℃孵育1小时或直到荧光信号开始下降。

[0165] NF‑kB活性测定

[0166] 对于NF‑kB活性实验，THP1‑Dual细胞与QUANTI‑Blue分泌的胚胎碱性磷酸酶

(SEAP)检测试剂盒(Invivogen)结合使用。THP1‑Dual细胞在含有10％FBS的RPMI中悬浮培

养，并在用于实验之前传代至少两次。THP1‑Dual细胞以每孔100,000个细胞接种在96孔板

中。脂多糖(LPS)(5ng/mL)用于刺激NF‑kB活性。在添加纳米颗粒或对照之前，用LPS处理实

验孔1小时。然后在检测前将细胞与颗粒或对照孵育24小时。QUANTI‑Blue溶液通过将包装

中的内容物溶解在无内毒素的水中并在37℃孵育30分钟来制备。将QUANTI‑Blue溶液(180μ

L)添加到96孔板的每个孔中。然后将THP1‑Dual细胞上清液(20μL)添加到QUANTI‑Blue溶液

中，并将板子在37℃孵育2‑4小时。SEAP水平通过使用Synergy读板器检测650nm处的吸光度

来定量。

[0167] 表1：通过圆二色谱对天然和合成HDL进行结构分析

[0168]

[0169] 表2：SMDH4  DNA臂和DNA‑脂质缀合物的DNA序列列表
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[0170]

[0171] *SMDH4  DNA臂的DNA序列与DNA‑脂质缀合物的DNA序列(即9‑SMDH4(SEQ  ID  NO：1)

至9‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO：3)和18‑SMDH4(SEQ  ID  NO：2)至18‑DNA‑脂质(SEQ  ID  NO:4))互

补。

[0172] 表3：LC  HDL  NP和对照的动态光散射结果

[0173] 样品 流体力学直径(nm)

游离apoA‑I 7.6±0.2

人HDL2 14.1±5.0

人HDL3 13.6±6.1

PL4  HDL  NP 13.8±3.9

DNA‑PL4  HDL  NP 13.3±4.6

[0174] 表4：LC  HDL  NP的组成

[0175]

[0176] *使用对于DNA‑PL4  HDL  NP实验测定的蛋白质/核心支架比率计算。

[0177] 表5：天然HDL的摩尔组成

[0178]
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[0208] 其他实施方案

[0209] 本说明书中公开的所有特征可以以任何组合进行组合。本说明书中公开的每个特

征可以被用于相同、等效或类似目的的替代特征替换。因此，除非另有明确说明，所公开的

每个特征仅是等效或相似特征的通用系列的实例。

[0210] 根据以上描述，本领域技术人员可以很容易地确定本发明的本质特征，并且在不

脱离本发明的精神和范围的情况下，可以对本发明进行各种变化和修改以适应各种用途和

条件。因此，其他实施方案也在权利要求的范围内。

[0211] 等同物

[0212] 虽然已在本文中描述和说明了几个本发明的实施方案，但本领域普通技术人员将

容易地设想用于进行所述功能和/或获得本文所述的结果和/或一个或多个有利方面的各

种其它方法和/或结构，并且这样的变化和/或修改的每一种被认为在本文所述的本发明的

实施方案的范围内。更通常地，本领域技术人员将容易地理解，本文所述的所有参数、尺度、

材料和构型意欲为示例性的并且实际参数、尺度、材料和/或构型将取决于对其使用本发明

的教导的具体应用。本领域技术人员将认可或能够确定本文所述的特定的本发明的实施方

案的许多等同物(通过使用不超过常规实验)。因此，应理解，前述实施方案仅通过举例的方

式提出，并且在所附权利要求和其等同物的范围内，本发明的实施方案可按与明确描述和

要求保护的方式不同的方式来实施。本公开内容的本发明的实施方案涉及本文所述的各种

个体特性、系统、物品、材料、试剂盒和/或方法。另外，如果这样的特性、系统、物品、材料、试

剂盒和/或方法不是相互矛盾的，则两个或更多个这样的特性、系统、物品、材料、试剂盒和/

或方法的任意组合包括在本公开内容的发明范围内。

[0213] 如本文中所定义和使用的，所有定义应当被理解为优先于词典定义、通过引用并

入的文献中的定义和/或所定义的术语的一般含义。
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[0214] 本文中公开的所有参考文献、专利和专利申请在关于引用其每一个的主题方面通

过引用并入本文，这在一些情况下可包括文献的完整内容。

[0215] 除非明确地指示与之相反，否则不定冠词“一种/一个(a)”和“一种/一个(an)”，如

本文中在说明书和权利要求中所用，应当被理解为意指“至少一种/一个”。

[0216] 短语“和/或”，如在本文中在说明书和权利要求中所用，应当被理解为意指所连接

的元素的“任一个或两者”，即元素在一些情况下结合地存在以及在其它情况下分离地存

在。利用“和/或”列出的多个元素应当以相同的方式来解释，即所连接的元素的“一个或多

个”。除通过“和/或”从句明确确定的元素外，还可任选地存在其它元素，无论与明确确定的

那些元素相关还是无关。因此，作为非限定性实例，对“A和/或B”的提及，当与开放性措辞诸

如“包含/包括”结合使用时，在一个实施方案中可仅指A(任选地包括除B外的元素)；在另一

个实施方案中可仅指B(任选地包括除A外的元素)；在另一个实施方案中，可指A和B(任选地

包括其它元素)；依此类推。

[0217] 如本文中在说明书和权利要求中所用，“或”应当被理解为具有与如上定义的“和/

或”相同的含义。例如，当在列表中分开各项时，“或”或“和/或”应当被理解为是包含性的，

即包含至少一个，但也包括许多个元素或一列元素中的多于一个，以及任选地，包括另外未

列出的项。只有明确地指明相反的术语，例如“……中的仅一个”或“……中的恰好一个”或

当用于权利要求中时的“由……组成”将指包含多个元素或一列元素中的正好一个元素。一

般地，如本文中所用的术语“或”应当仅在冠有排他性的术语诸如“任一”、“……之一”、

“……中的仅一个”或“……中的恰好一个”时被解释为表示排他性选择(即“一个或另一个

但非两个”)。“基本上由……组成”，当用于权利要求中时，应当具有其在专利法领域中使用

的普通含义。

[0218] 如本文中在说明书和权利要求中所用，关于一列一个或多个元素的短语“至少一

个”应当被理解为意指选自一列元素中的任何一个或多个元素的至少一个元素，但不一定

包括元素列表内明确列出的每一个元素的至少一个并且不排除元素列表中的元素的任何

组合。该定义还允许可任选地存在除短语“至少一个”所指的元素列表内明确确定的元素外

的元素，无论与那些明确确定的元素相关还是不相关。因此，作为非限定性实例，“A和B的至

少一个”(或，等同地，“A或B的至少一个”或，等同地“A和/或B的至少一个”)可在一个实施方

案中指至少一个(任选地包括不止一个)A而无B存在(且任选地包括除B外的元素)；在另一

个实施方案中指至少一个(任选地包括不止一个)B而无A存在(且任选地包括除A外的元

素)；在另一个实施方案中指至少一个(任选地包括不止一个)A和至少一个(任选地包括不

止一个)B(且任选地包括其它元素)；依此类推。

[0219] 还应当理解，除非明确地指明与之相反，否则在包括不止一个步骤或行为的本文

请求保护的任何方法中，所述方法的步骤或行为的顺序不必须地限定于其中叙述所述方法

的步骤或行为的顺序。
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